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Study on thermotolerance character of Agaricus bisporus and the 
cloning and analysis of its related gene fragments 
ABSTRACT 
Agaricus bisporus is a kind of cultivated edible mushroom which has high 
economic value and important ecology significance. It belongs to temperature 
dependent fungi, and environmental temperature is a main factor in its development. 
The culture of the cultivated thermotolerance strains is the most influential element in 
the development of mushroom industry.  Therefore, the enforced and  deeply research 
of thermotolerance moleculer biology of A. bisporus . has important theory and 
practice significance. 
Fistly, four strains (02 8213 2796 4607) from a genetic family of A. bisporus 
were cultured at different temperature (32 37 42 ), and the change of mycleia 
morphotype was observed; while to find the relationship, they were cultured at 32  
for different time, and the growth speeds of mycleia were compared; Analysis of the 
protein pattern with SDS-PAGE of those strains after induced growing at 32 , 12h, 
showed that strain 2796 and strain 4607 have many induced protein bands between 
40kD 110kD ,but strain 02 and strain 8213 have few induced protein bands. Those 
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图1 不同时间高温 32 诱导对02菌株萌发速率的影响
Fig1 The affection on the germinate speed of mycleium of
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different strains. Some protein can be induced when some strains was cultured at 
higher temperature, which is related to the change of the morphotype and growth 
speeds of mycleia. 
Secondly, using the RT-RAPD method, total RNA was reverse-transcripted with 
6bp random primer, then cDNA was amplified by PCR with 10bp random primer. 
Several thermotolerance related DNA fragments of strain 02 and strain 4607 were 
obtained. The fragment 02U13 from stain 02 with OPU13 random primer was cloned 
and sequenced . We found that 02U13 is probable a gene fragment of tRNAVal. 
Another mothod---Fluro DD-PCR technique was also used to found thermotolerance 
relating DNA fragments of strain 02 and strain 2796. The total RNA come from the 
mycleia growing at different temperature, were reverse-transcripted with oligo. dT 
anchor primer, then the cDNA was amplified by PCR with 10bp random primer and 
the same  fluro-oligo dT anchor primer. Observed the amplified DNA bands, several 
temperature relating differential fragments were obtained. In those fragments, 
023-11A fragment and 023-11B fragment were cloned and sequenced. The results 
indicated that 023-11A is a new gene, but 023-11B shares a high homology sequence 
with partial karyopherin docking complex of the nuclear pore complex gene of 
Saccharomycetes cerevisiae (identities 24%; positives 45%). 
Those differential fragments obtained in this experiment, can be used as probes 
to find the whole gene in cDNA library of A. bisporus. Those gene can be further 
researched and used in cultivating new themotolerance A. bisporus strain. 
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摘   要 
    双孢蘑菇[Agaricus bisporus Lange (Imbach)] 是具有很高经济价值和重要生
态意义的栽培食用菌 它属于稳温结实性的菌类 温度是影响其生长的主要因素
培养种性优良的耐高温新菌株是促进产业发展的根本 因此加强和深化双孢蘑菇
耐热的分子生物学研究 具有十分重要的理论和实践意义  
    首先用不同温度 32 37 42 处理属于一个家系的四个双孢蘑菇菌
株 02 8213 2796 4607 观察不同温度处理下菌丝体形态,的变化 比较同
一温度 32 下经不同时间的诱导培养后 各个菌株在常温培养下的对数萌发
率的变化 对各个菌株在 32 诱导培养 12h 后菌丝体总蛋白质的表达变化的
SDS-PAGE 分析 发现 2796 和 4607 菌株在 40kD 110kD 之间有明显的差异蛋白




其次 本实验用 RT-RAPD 技术 以 6bp 随机引物反转录菌丝体总 RNA 10bp
随机引物 PCR 扩增 得到 02 4607 菌株的几条耐热相关片段 对 02 菌株 U13
引物的差异片段 02U13 克隆并测序 发现该片段可能是编码 tRNAVal 密码子 GUC
的基因片段 同时 本文也报道了用荧光差异显示技术 Fluro DD-PCR ,以 3'
寡聚 T引物反转录 02 和 2796 菌丝体的总 RNA 用相应的 3'反转录引物和 5'10bp
随机引物对反转录产物进行 PCR 扩增 比较差异显示条带 纯化和扩增了几条
高温诱导特异表达基因片段 对 023-11A 和 023-11B 克隆并测序 结果表明
023-11A 是一个未知的基因片段 而由 023-11B 序列预测的氨基酸序列与酿酒酵
母 Saccharomyces cerevisiae 的核孔复合物中的核膜转运因子停靠复合物的
一部分氨基酸序列有较高的同源性 其中氨基酸同源性 24% 相似氨基酸比率
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一 前  言 
    双孢蘑菇[Agaricus bisporus Lange (Imbach)]又称白蘑菇 洋蘑菇 是一种富
有营养的 具有很高经济价值和重要生态意义的栽培食用菌 对双孢蘑菇的营养
成分分析表明 它不仅是一种味道鲜美 营养齐全的菇类蔬菜 也是具有保健作
用的健康食品 而且双孢蘑菇栽培利用的是农业及畜牧业的废弃物 稻杆 牛粪
等 在提倡环保产业的今天 其生态意义更是显而易见 因此蘑菇栽培不但在
我国 甚至在世界农业生产中都占有重要地位 双孢蘑菇属于稳温结实性的菌类




高温基因并转入蘑菇菌体以培育抗高温 高产 优质的新菌株 具有十分重要的
理论和实践意义  
(一) 双孢蘑菇的生物学特征 
    双孢蘑菇在分类学中隶属于真菌门 担子菌纲 无隔担子菌亚纲 伞菌目


















                     
             图 1   双孢蘑菇的生活史示意图[3] 
      FIG. 1  Diagramatic representation of the life cycle of A. bisporus  
    双孢蘑菇的得名缘于它的担子只产生两个孢子 这两个孢子包含由减数分裂
产生的四个核中的两个 如果这两个核是性可亲和的 则该孢子自身可育 而如
果该孢子为单核或同核孢子 其萌发产生的菌丝则需与另一性可亲和的孢子萌发
的菌丝进行配合杂交形成异核体 方可恢复育性 对双孢蘑菇的生殖体系如此详
尽的认识 主要归功于 C.A. Raper 和 J. R. Raper 在 1972 年的研究[3] 双孢蘑菇
的生活史 在其传统菌株中 双孢担子占绝大多数 四孢担子为数极少 所以
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    影响双孢蘑菇生长发育的环境因素很多 首先它是草腐菌 因此要求培养基
含有丰富的氮源 碳源 无机元素等 对水分和湿度也有严格要求 培养基中适
宜的含水量为 60 65% 菇房的空气湿度在菌丝生长阶段应保持 75% 80% 出
菇期应提高到 90 95% 过干 过湿都会影响其生长发育 同时双孢蘑菇为好气
需氧性真菌 菌丝体和子实体的呼吸作用需要不断的吸进 O2 呼出 CO2 整个
生长过程对 CO2 浓度很敏感 此外 还要有合适的 pH 值(6.8 7.0) 而温度更
是重要的影响因素[6] 但温度对蘑菇生长的效应具体因蘑菇的品种 发育阶段
培养条件的不同而变化  
    双孢蘑菇属于稳温结实性的菌类 温度是双孢蘑菇生长发育的一个主要因
素 蘑菇菌丝发育温度范围为 4 32 最适温度为 22 25 在适温下培养
有利于孢子的萌发 也使得菌丝体生长得浓密粗壮 温度过高菌丝生长速度快
但稀疏 细弱无力 34 35 将导致死亡 因此蘑菇栽培多在秋冬季节 而在
炎热的夏季菌丝体几乎无法存活 对于子实体发育而言 通常 6 20 是其分化
和发育的适温范围 低温下子实体致密粗壮 18 以上子实体生长加快 菌柄徒
长 菌盖易开伞  由于菌丝体实质上是相通的 管子 营养物质借助菌丝体中
原生质体流动 传送至菇蕾 供其生长发育 若此时温度升高 则菌丝养分消耗
大 菇蕾营养物质又转运回菌丝体以维持平衡 结果使得已形成的子实体枯萎
因此只有温度稳定于 15 16 时 子实体发育的最好 而且质量好 产量高[7,8]  
(三) 耐高温蘑菇栽培的经济效益及研究概况 
    蘑菇栽培以获得高产优质的子实体为目的 子实体生长发育对温度的严格要
求限制了蘑菇栽种的季节 在我国蘑菇种植一般从每年的 9 月至次年的 4 月 有
半年多时间由于气温高至 25 以上 无法继续栽培 所以限制了蘑菇的产量和
消费 如果在气温较高环境下 采用空调等人工降温措施来培养蘑菇 这将使蘑
菇的生产成本提高 减少栽培利润 可以说蘑菇栽培在原料和劳力等方面不受限
制 主要受环境温度的限制 因此要延长产季 提高栽培利润 需要培育耐高温
的优良菌株 以促进蘑菇产业的发展  
在双孢蘑菇中不同的菌株间存在着种质差异 通常优质不高产 高产不优质
或抗逆性好的不优质而优质的抗逆性差 例如 02 菌株是典型的高产菌株 其
耐热性也较好 但其子实体质量较差 易开伞 制罐得率低 而 8213 菌株为优
质型菌株 但子实体产量低[7] 双孢蘑菇是在遗传上相当保守的物种 缺乏野生
种质及种间不亲和障碍使双孢蘑菇的种内杂交和种间杂交育种都面临着巨大困
难 商品双孢蘑菇的栽培是近似纯种栽培[4] 培育耐高温的双孢蘑菇菌株一直都
只处于实验设想阶段 从未获得实质性的成功 直至 1988 年加拿大科学家应用
野生菌株与商品菌株的同核不育株配对杂交 育成商品名称为”Erindale Hybrid 
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得耐高温 高产优质的菌株 这将使得蘑菇栽培期延长 使四季周年生产成为可
能 减少降温栽培费用 降低生产成本 使蘑菇成为四季时令食品 其经济效益
是无法估量的  
(四) 生物耐热性的研究进展 
    生物体处于不利环境中基因表达会发生变化 其中对高温的主要反应之一是
热休克反应(Heat Shock Response  HSR) 此时细胞内正常的蛋白质合成受抑
一系列 热休克蛋白(Heat Shock Protein  HSP) 基因  启动转录和翻译 HSP 短
时间内大量增加[9] 而在某些生物中 碳水化合物的积累及水解也与热胁迫相关
[10] 此外 HSR 还可以诱导某些生物体产生一种小胞质 RNA 共同参与热耐受
[9]  
1 HSP 和生物耐热性 
    HSR现象最早是 Ritossa (1962) 在观察果蝇 (Drosophila busckii)幼虫唾液腺
细胞染色体在过热环境中形态变化时发现的 当环境温度高于正常生长温度 4
6 时 染色体上会出现膨突(puff) 其后十年 对 HSR的研究多处于细胞水平
热诱导后几分钟出现新的膨突 伴随新的 RNA 的合成 同时也观察到先前一些
表达正常蛋白质的染色体膨突消失[11] 这种现象在其他一些非高温胁迫环境中也
会出现 1972 年 Tissieres 和 Mitchell 发现染色体的这些膨突与一些特殊蛋白
质的合成相一致 他们称之为 HSP Schlesing 将 HSP 定义为 (1).其合成主要是
在环境因素刺激下 特别是当环境温度升高几度时产生的 (2).在其基因的 5’端
非编码区存在一段由 14 个碱基对组成的保守序列(既 Pelham box)作为 HSPs 
mRNA转录的启动子[9]  
    HSP 由热诱导产生 所有的生物体都会表达 HSP 具有普遍性 不同生物
体的 HSP 的热诱导温度不同 诱导温度的高低与其正常生长温度相关[14] 果蝇
的诱导作用发生在 33 37 生长于 50 环境下的嗜热菌 只有在温度升高至
60 时才诱导产生 HSP 极地鱼类生长于 0 环境中 则其 HSP 在 5 10 条件
下诱导产生 哺乳动物在高烧温度下诱导生成 HSP 一些双温病原体生活史的一
段时期在相对低温的环境中 而另一段时期则在温度相对较高的哺乳动物体内
这种温差变化就伴随着 HSP 的诱导产生  
    HSP 是按照分子量(KD)进行分类命名的 一般分为 HSP110 HSP90 HSP70
HSP60 和小分子量(LMW)HSP(15 30KD)[13] HSP70 家族是 HSP 中最保守 最
主要的一类 包括 68 70 72 及 78KD的 HSP  其中 70KD 是研究最广泛的一
种 在真核生物之间 HSP70 蛋白质的氨基酸序列有 68 75%的同源性 在真
核与原核生物之间同源性也高达 50%[13] 所有 HSP70 同系物都具微弱的 ATPase
活性 Pelhem推测 HSP70 及其同系物可能在 ATP 依赖的蛋白质折叠和组装中起
重要作用[14] 在真核生物中 除了热调节 HSP70 基因外 还存在不受热调节作
用的 HSP70 相关基因 这些 HSP 具有重要的细胞学功能 HSP 基因的调控机制
目前尚不完全清楚 果蝇的 HSP70 基因 5’端缺失分析证明: 转录起始位点上游
序列是热诱导转录所必需的 这个区域含有 TATA box 和热休克序列元件(Heat 
Shock Element HSE): 5’-CTNGAANNTTCNAG-3’[14,15] HSE作为一个蛋白质结
合部位 HSP 基因的转录需要细胞核中有 HSE 结合蛋白存在 果蝇 HSP70 基
因的结合蛋白已被部分纯化 在体外与果蝇 HSE呈特异性结合 称之为热休克
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    小分子量 HSP 家族 包括 22 23 27 和 30KD HSP 这些小分子量 HSP 在
进化上不如 HSP70 保守 但其分布却非常广泛[16] Chretien 在对热耐受的中国
仓鼠细胞突变株的研究中发现 HSP27 的含量及磷酸化的程度对热耐受的产生是
必需的 不具热耐受能力的细胞突变株能合成其他种类的 HSP 但不能合成
HSP27 在热耐受的突变株细胞中 非诱导的 HSP27 含量为野生型的 2 倍 因
此在热休克中 HSP27 可能与 HSP70 具有协同作用 Plesofskyvig 等人对脉孢霉
(Neurospora crassa)的 HSP30 基因表达的研究 发现在高温胁迫下 HSP30 对碳
水化合物的有效利用起重要作用 同时它可与线粒体膜蛋白相互作用 并起分子
伴侣的作用[17]  
90KD HSP 家族包括 83 90 100 和 104KD HSP 其中了解较多的是 HSP90
它是一种甾体激素受体结合蛋白 参与激素与受体的结合及作用[18] HSP83 在
正常细胞中含量很高 可达蛋白质总量的 1 3% 热休克时 HSP83 的总量保持
不变 但核浆分布的比值增高[19] HSP104 在啤酒酵母热耐受中起重要作用 缺
乏 HSP104 的变异株在高温下其菌株活力下降 100 倍以上 而在变异株中引入
HSP104 基因 则可以完全弥补此酵母菌热耐受的缺陷[20]  
    总之 目前最流行的理论认为 HSP 作为分子伴娘 molecular chaperon 参
与机体热耐力形成 即帮助新合成或解折叠蛋白正确折叠和成功组装 使之成为
有活性的 成功到达作用区域的一类蛋白质 HSP 有双重作用 既可以抑制新合
成 包括转运中的 蛋白质的折叠 减少产生不溶性聚集物的危险性 又可帮助
需要折叠的蛋白质正确折叠 HSP 可以在机体热应激时加快正常蛋白质合成的恢
复 使热休克时由于蛋白质变性而造成的蛋白质量的减少得到补充 因此使机体
获得热耐受力 HSP 还有一个不为人们所知的功能 即它们可能有利于维持酶的
动力学特征 保护机体酶免于热诱导时结合能力的下降 此外 HSP 在细胞中分
布的变化可能是 HSP 增强机体热耐力的关键 它们广泛参与到细胞骨架和核骨
架中 能直接与细胞结构结合使之得以稳定 亚致死性热休克可使细胞获得对随
后的致死性 HSR 产生耐受 从而大大增加细胞的生存能力 其间主要原因是由
于热诱导合成了 HSP 使得生物体抵抗更为恶劣的胁迫环境的能力增强了[22]  
2 其他与生物耐热性相关的物质 






变体 NTH1 和 YBR0106 的研究发现 在热休克后 这些基因对于酵母细胞的修
复是必需的 在葡萄糖转换为丙三醇的过程中 中性或酸性海藻糖酶缺陷 使得
该突变体生长缺陷 这可能与弱热休克修复(poor-heat-shock-recovery)表型的产生
有关[24]  
    胞质小 RNA 分子参与热耐受的现象是在嗜热四膜虫中发现的 HSR可诱导
它产生一种胞质小分子量 G8 RNA 这种 RNA 是由 RNA 聚合酶 III 转录的 它
与影响核糖体功能的 7S rRNA 和 4.5S rRNA 有弱同源性 可与 28S rRNA 形成
双显性组合 G8 RNA 对于 HSR 时各种 mRNA 的翻译及热休克反应恢复后非
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时活力散失较快 此时总蛋白质的合成能力下降也较快 嗜热四膜虫可产生两种
热耐受:一种是适当热处理可增加 45 49 热休克反应时细胞活力(此时几乎所
有蛋白质的合成均停止) 另一种则是适当热处理可增加 42 44 热休克反应时
细胞活力 这时有 HSP 的产生 这种热耐受需有 G8 RNA 的参与 因为 G8 RNA
基因失活的嗜热四膜虫在 43 热休克反应时的总蛋白质合成减少的较快 活力
下降的也较快 尽管此时有 HSP 的诱导产生[12]  
(五) 研究差异表达基因的技术 
    已知高等生物细胞约含有 105 个基因 其中在任意一个特定细胞中只有 15%
的基因是表达的[25] 基因的选择性表达决定着整个生命过程 生长和分化
体内平衡 刺激反应 细胞周期的调控 衰老及程序性细胞死亡等 病理细胞或
组织 同一细胞或组织的不同发育阶段或者在不同的环境中 其 mRNA 的表达
均有程度不同的差异 研究这些差异表达的 mRNA 对揭示病理过程 应激反应
发育过程 细胞分化 细胞调控等具有重要意义 鉴别基因差异表达的方法主要
有减法杂交法(subtractive hybrization) mRNA差异显示技术(differential display of 
mRNA) 细胞核持续转录法(nuclear run-on transcription)等  
 1 减法杂交法 
    减法杂交法是从一对密切相关的细胞群体中筛选出独特表达的或优先表达
的基因 cDNA-RNA 杂交把两种亲本细胞(A 和 B)所共同表达的 mRNA与目的
亲本(B)所表达的特有 mRNA的 cDNA 区分开 其中目的亲本(B)中不同的 cDNA
保留并被克隆 构建差示文库 从中筛选出目的基因  
    在此原理的基础上 人们又发展了一些不同的方法 以减少 mRNA 的用量
和提高产品的浓度 例如 先在含 T7 启动子的载体中构建细胞 B 的 cDNA 文库
通过 T7 RNA 聚合酶即可得到大量的 B 细胞的 mRNA 然后反转录产生大量
cDNA 再用这些 cDNA 与 A 细胞 mRNA杂交除去同源 cDNA即可得到非同源
cDNA 或者将 A 细胞 cDNA 与 B 细胞 mRNA杂交 回收得到精简后的 mRNA
以寡聚 dT 为引物反转录合成 cDNA 再用加尾酶在 cDNA 末端加上 dC 然后以
5’端带限制性酶位点的寡聚 dG 和寡聚 dT 为上 下游引物进行 PCR 扩增 这样
可提高由不同源 mRNA中所得到的特异表达基因的克隆数目  
    这几种差示 cDNA 文库可富集目的序列 减少文库的克隆数 而且当没有
合适探针时也能用该法筛选目的序列 但该方法在实际应用中存在一些问题 (1) 
经数轮完全杂交后能回收的核酸数量很少 并经常有可能被降解 (2) 杂交中需
要较多的 mRNA和 cDNA (3) 在一些步骤中例如用 T7 RNA 聚合酶方法或 PCR
方法提高构建文库的效率时会产生一定的偏向性[26]  
2 mRNA 差异显示技术 
1992 年 哈佛医学院的 Peng Liang[27]和 Strauss[28]发展了一种用于分离和克
隆哺乳动物正常与异常细胞之间差异表达基因的 PCR 方法 即 DDRT-PCR 
(Differntial Display Reverse Transcription PCR )技术 这种技术在很大程度上解决
了上述问题 该技术是建立在 RT-PCR 技术的基础上 其原理是利用真核细胞
的 mRNA具有多聚腺苷酸(ploy A[+]) 尾巴的特点 设计引物将之反转录并用任意
(arbitrary)引物通过 PCR 扩增出来 首先从相关的两种细胞群体中分别提取出全
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12 种引物)逆转录引物把每种细胞的 mRNA分成 12 个亚群分别进行反转录合成
12 份 cDNA 5’端用任意的 10 个碱基引物 3’端用相应的反转录引物对每一份
cDNA 进行 PCR 扩增(第一次 PCR) 放射性同位素标记 扩增出来的 PCR产物
用 6%聚丙烯酰胺进行电泳及放射自显影 从 X 光底片上可以看出两种细胞群体
所表达 mRNA种类的质(只有一个细胞群体的 cDNA 所出现的独特的带)和量(两
种细胞都出现的 cDNA 带 但带的深浅不一)的差异(即差异显示) 从凝胶的相
应位置切下在 X 光片显影所显示的有差异的带 以该带洗脱下来的 cDNA 为模
板 用其相应的引物再进行 PCR 扩增(第二次 PCR) 其产物可用于序列分析或
作为探针  
    这种技术已广泛应用于细胞周期 调控分化发育 病理研究等领域 但是在
实际应用过程中 最初的方法存在很多问题 例如 方法繁琐 出现的差异带太
多 假阳性率高达 70%左右 重复性比较差 而且后续工作也比较复杂等 但是
该技术在应用中得到了不断改进 首先 Peng Liang 等将 5’端引物由原先的 12
个简化为 4 个 即使用 T12MN 其中 M 可以简并 只使用 4 个 T12MN 简并引
物 发现实际差异显示效果亦无差别[29] 1994 年 他们又对反转录引物进行改
进 只使用 T12A T12C T12G三种引物[30] 1995 年 Ayala 等提出在 3’端锚定
引物上加上 CGGAATTCGCGG 10 个碱基 5’端引物加上CGTGAATTCG 10 个
碱基 两端都带上 EcoRI 酶切位点 使得上下游引物 Tm 值在 60 左右 显著
增加了重复性和敏感性 同时还使得差异 PCR 产物克隆十分方便[31] 1996 年 4
月 GenHunter 公司对 5’端引物进行了改进 使其带上了 HindIII 酶切位点 引物
条数改为 8 条 每条引物由 13 个碱基组成 3’端锚定引物改为 3 条 也带上 Hind 
III 酶切位点 每条引物由 18 个碱基组成 计算机同源性分析表明 这 24 种组
合同样能覆盖所有 mRNA 使实验操作更简便 后续工作也更方便 快速[32]  
1992 年 Liang和 Pardee 采用的 PCR 循环参数是 94  30s 42  1min 72
 30s 40 个循环 最后 72 延伸 5min[25] 随后报道的文章中 PCR 循环大都
采用 94  30s 40  2min 72  30s 40 个循环 最后 72 延伸 5min 的扩增
条件[29] 1995 年 Ayala 等采用的 PCR 循环参数为 PCR 第一循环采用较低的
退火温度 如 94  1min 40  4min 72  1min 随后 35 个循环采用较高
的退火温度和较长的退火时间 PCR 参数为 94  45s 60  2 min 72  1min
这样的改进 既保持了扩增的效率 又提高了扩增的特异性和重复性[31]  
随着实验技术的进步 BECKMAN 公司的 genomyx 系统结合了
HieroglyphTM mRNA profile kits 及 Fluoro DD kit 的优点,使用荧光引物代替同位
素标记 使得差异显示分离分析更加快速 简便 高效 该系统对反转录及 PCR
引物进行改造 其中锚定引物是在寡聚 T 的 5'端加上带 TMR 荧光的 T7 启动子
序列 在 3'端带 2 个核苷酸 12 种引物几乎覆盖了所有的真核生物的 mRNA
而 10 bp 随机引物的 5'端加上了 M13 通用引物序列 荧光引物使得反转录的
cDNA 的 PCR结果可以荧光扫描直接观看 加上 T7 和 M13 通用序列的差异片
段可以直接测序 同时该系统也对 PCR 反应程序进行改造 先用低复性温度 50
 反应 4 个循环 保证引物的结合频率 再用高复性温度 60 反应 30 个循环
提高引物结合的准确性 保证扩增的精确度[33]  
Sokolov 等人在此基础上进行了技术改进 通过普通琼脂糖电泳就能分辨出
差异带 利用该技术已成功地鉴别和克隆了人体几种组织中差别表达的基因[34]
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[35] 以及分离辐射诱导转录子[36] 都获得成功 该技术第一步也是先将 mRNA转
录成 cDNA 只不过引物为 6 bp 的随机引物 然后第二步用一对长 10 20bp 的
已知序列的随意引物作 PCR 扩增 扩增后的 cDNA差异带通过琼脂糖凝胶电泳
就可清晰分辨 并可直接从胶上切下用于克隆 测序或 Northern Blot 分析 用不
同系列的引物对 对相同的 cDNA 模板进行 10 次的 PCR 扩增可以从一种材料中




    细胞核持续转录法是将外源基因转入培养的细胞中 研究和分析该细胞系中
基因及其表达水平的变化 这种方法试验周期长 操作复杂 重复性差 效率低
费用高 因此只有少数有条件的研究机构才能进行这方面的研究 应用范围也很
局限[37]  
五 本研究的主要内容  
双孢蘑菇属于稳温结实性的菌类 温度是影响其生长的主要因素 蘑菇栽培
多在秋冬季节 而在炎热的夏季 菌丝体几乎无法存活 这限制了蘑菇的四季栽











1  研究高温对双孢蘑菇菌丝生长的影响 这些影响表现于菌丝形态的变化
菌丝萌发速率的变化 及某些菌株的总蛋白质的表达差异  
2  运用 RT-RAPD技术寻找 02 4607 菌株的耐高温相关基因片段并将其克
隆 测序  
3  应用 DD-PCR 技术寻找 02 2796 菌株的耐高温相关基因并将其克隆
测序  
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二  材料和方法 
 (一)材 料 
1 菌株 
双孢蘑菇(A. bisporus)  
    高产型菌株(同工酶 H 型)        02  
    优质型菌株(同工酶 G 型)        8213   
    杂交菌株(同工酶 HG 型)         2796 4607   
    以上双孢蘑菇菌株均为福建省轻工业研究所蘑菇菌种研究推广站保存菌株  
大肠杆菌(Escherichia coli):  DH5α菌株为本实验室保存菌株  
2 主要仪器 
台式高速离心机 TGL-16B  上海安亭科学仪器厂 
高速离心机 RC28S  美国 Dupont 公司 
超速离心机   美国 Dupont 公司 
超速离心机 日本 Hitachi 公司 
液氮罐   Thermolyne 公司 
电子分析天平 BA210 瑞典 Sartorius 公司 
PCR 仪 4800 9600 美国 PE 公司 
多用电泳仪 Power/ Pac300  美国 Bio-Rad 公司 
紫外可见分光光度计 DU640  美国 Beckman公司 
台式快速离心浓缩干燥器 LNG-783 江苏太仓医疗器械厂 
电热恒温水浴锅 HHS 21-4  上海医疗器械五厂 
WH 851 旋涡混合器  上海科达测试仪器厂 
电泳台式槽 DYY- III23    北京六一仪器厂 
空气浴振荡器 HZD-C 上海医疗器械五厂 
凝胶成像系统  UVP 公司 
相差显微镜 BH-2  Olympus 公司 
相差倒置显微镜  AFX-DX  Nikon公司 




Table1 Reagen and manufacturer 
RNase-free DNase RNasin
RNaseA  DTT IPTG 
上海华美生物工程公司 
各种限制性内切酶及其 10 缓冲
液 T4 DNA 连接酶及其 10 缓冲
液  
上海华美生物工程公司 
-巯基乙醇 甘氨酸 X-gal 质
粒 DNA pUCm-T dNTP  
上海生工生物工程有限服务公司 
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6 碱基随机引物 Taq DNA聚合酶
及其 10 缓冲液和 25mmol/L 
MgCl2 
Promega  
M-MLV 反转录酶及其 5 缓冲液
和 100mmol/L DTT  
SUPERSCRIPTTM RNaseH-反转
录 酶 及 其 5 缓 冲 液 和
100mmol/L DTT 
GIBCO BRL 
10 碱基随机引物  (引物编号及
核苷酸序列见表 2)  
中国科学院遗传研究所 
低分子量蛋白质 marker 上海丽珠东风生物技术有限公司 
MOPs  Boehringer Mannheim GmbH 
DEPC Tris TEMED SERVA 
CsCl 丙烯酰胺 N N'-亚甲基
双丙烯酰胺 PMSF SLS 过硫
酸胺 
Sigma 
SDS 小量胶 DNA 回收试剂盒 上海华舜生物工程有限公司 
HIEROGLYPHTM mRNA Profile 
(KIT-1 KIT-3 KIT-5) 引物编
号及核苷酸序列见表 3) 
TMR-fluorescent anchored primer 
adaptor kit for the 
HIEROCRLYPHTM mRNA profile 
kit system 相应的锚定引物 5'端
加上 TMR 荧光标记  
Beckman  
其余试剂均为国产分析纯试剂 
        
表二 本实验所用 10 随机引物编号及核苷酸序列 
Table 2  Commercial number and DNA sequences of random primers 
编  号 
Number 
核苷酸序列(5’→3’) 
Sequence of primers 
编  号 
Number 
核苷酸序列(5’→3’) 
Sequence of primers 
 OPU01   ACGGACGTCA  OPU11   AGACCCAGAC 
 OPU02   CTGAGGTCTC  OPU12   TCACCAGCCA 
 OPU03   CTATGCCGAC  OPU13   GGCTGGTTCC 
 OPU04   ACCTTCGGAC  OPU14   TGGGTCCCTC 
 OPU05   TTGGCGGCCT  OPU15   ACGGGCCAGT 
 OPU06   ACCTTTGCGG  OPU16   CTGCGCTGGA 
 OPU07   CCTGCTCATC  OPU17   ACCTGGGGAG 













附录一                                                                       - 14 - 
 OPU09   CCACATCGGT  OPU19   GTCAGTGCGG 
 OPU10   ACCTCGGCAC  OPU20   ACAGCCCCCA 
 
表三 HIEROGLYPHTM mRNA Profile (KIT-1 KIT-3 KIT-5)引物编号及核苷酸
序列 
Table 3  Commercial number and DNA sequences of primers in HIEROGLYPHTM 
mRNA profile kits kit1 kit3 kit5  
锚定引物 




核苷酸序列 5' 3'  























核苷酸序列 5' 3'  
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4 常用培养基及溶液的配制 
(1)PDA 培养基 
马铃薯 200g(去皮切片) 加水煮沸 30min 四层纱布过滤取其清液 葡
萄糖 20g 调 pH6.8~7.0 加水定容至 1L;固体培养基加琼脂 1.8%(w/v) 分装
121 oC 灭菌 30min  
(2)粪草培养基 
粪草培养基 发酵后的粪草 400 克 剪碎 用水喷湿 加入 20g葡萄糖
10g石膏 12g CaCO3, 3g脲后 混匀 分装 121oC 灭菌 2h  
(3)LB 培养基 
胰蛋白胨 10g 酵母提取物 5g NaCl 10g 用 NaOH 调 pH 至 7.0 7.2
加水定容至 1L 固体培养基加琼脂 1.8%(w/v) 分装 121 oC 灭菌 30min  
(4)蛋白质抽提缓冲液 
50mmol/L Tris-HCl pH7.7 2mmol/L EDTA 10mmol/L MgCl2 5%甘油
1mmol/L PMSF 1.4mmol/L -巯基乙醇 
(5)2 SDS 凝胶加样缓冲液 
100mmol/L Tris-HCl(PH6.8), 4% SDS, 0.2% 溴酚蓝 20% 甘油 , 
200mmol/L 二硫代苏糖醇 DTT 用前加  
(6)2mol/L DTT 溶液 
用 20mL 0.01mol/L 乙酸钠溶液 pH5.2 溶解 3.09g DTT,过滤除菌后分
装成 1mL 小份储藏于-20  
(7)Tris 甘氨酸电泳缓冲液 
25mmol/L Tris, 250mmol/L 甘氨酸 pH8.3 , 0.1% SDS 
(8)30%丙烯酰胺溶液 
29g 丙烯酰胺和 1g N N'-亚甲基双丙烯酰胺溶于总体积 60mL ddH2O 
中 pH7.0 溶解后补加 ddH2O 至总体积为 100mL 用 0.45 m 孔径硝酸纤
维素膜过滤 室温保存  
(9)10% 过硫酸铵溶液 
1g过硫酸铵用 ddH2O 定溶至 10mL 分装后 -20 保存  
(10) 10% SDS 溶液 
10g SDS 用 ddH2O 定溶至 100mL  
(11) 1.5mol/L Tris-HCl 溶液 pH 8.8  
18.171g Tris 溶解于 80 mL ddH2O,用HCl调 pH至 8.8, 加 ddH2O 定容到
100mL  
(12) 1.0mol/L Tris-HCl 溶液 pH 6.8  
12.114g Tris 溶解于 80 mL ddH2O,用 HCl调 pH 至 6.8, 加 ddH2O 定容到
100mL  
(13) 脱色液  
450mL 的甲醇 100mL 的冰醋酸 用 ddH2O 定容到 1000mL  
(14) 染色液 
每 100 mL 的脱色液中加入 0.25g的考马斯亮蓝 R-250 充分溶解后用滤
纸过滤  
(15) 0.1mol/L Tris-HCl(pH7.5) 
12.114g Tris 加 800mL ddH2O 用HCl调 pH7.5 加 ddH2O 定容到 1000mL 
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用一瓶新的 Tris (以下同)  
(16) 硫氰酸胍匀浆缓冲液 GTH  
4.0mol/L硫氰酸胍(MW=118.1), 0.1mol/L Tris-HCl (pH7.5), 1% -巯基
乙醇 (0.14mol/L) 用 DEPC 处理后的水配制 不能高压灭菌  
(17) DEPC 处理的水 
ddH2O 加 DEPC 至 0.1%, 剧烈振荡至油状悬液消失 12h 后 121 高压
灭菌 25min  
(18) 10% SLS 溶液 
10g SLS 用 DEPC 处理的水溶解后定溶至 100mL  
(19) CsCl-EDTA 溶液 
5.7mol/L CsCl, 0.01mol/L EDTA, pH7.5, 加 DEPC 至 0.1%,剧烈振荡至悬
液消失 12h后高压灭菌  
(20) TE (pH7.6) 缓冲液 
0.01mol/L Tris, 1mmol/L EDTA 用 HCl调 pH7.6 用 DEPC 处理的水配
制 高压灭菌  
(21) TE(pH7.6)/0.1%SDS 溶液 
TE (pH7.6) 缓冲液加 0.1% SDS, 用 DEPC 处理的水配制 高压灭菌  
(22) 3mol/L NaAc(pH5.2) 
无水 NaAc 8.2g, 溶于 70mL ddH2O 冰醋酸调 pH 至 5.2 定容至 100mL, 
用 DEPC 处理, 12h后高压灭菌  
(23) 10 RNase-free DNase 酶解缓冲液 
10mmol/L Tris, 500mmol/L KCl, 15mmol/L MgCl2, 用 HCl调 pH8.3,  
(24) 酚 氯仿 3 1  
重蒸酚用 DEPC 处理水饱和 2 3 次 与氯仿以 3 1 比例混和  
(25) 5 甲醛凝胶电泳缓冲液 
10.3g MOPs 6.67mL 3mol/L NaAc 5mL 0.5mol/L EDTA ,加 DEPC 处理
的水至 500mL 调 pH 至 7.0  
(26) 甲醛凝胶加样缓冲液 
50%甘油 1mmol/L EDTA (pH8.0), 0.25% 溴酚蓝 0.25%二甲苯青 FF  
(27) 无 DNase 的 RNaseA 
将 RNaseA 溶于 10mmol/L Tris-HCl (pH7.5) 1.5mmol/L NaCl中 使终
浓度为 10mg/mL 100°C 水浴加热 15min 缓慢冷却至室温 分装成小份于
-20°C 保存  
(28) TE 缓冲液 pH8.0  
10mmol/L Tris 1mmol/L EDTA 用 HCl调 pH8.0  
(29) 50×TAE电泳缓冲液 
Tris 242g 冰乙酸 57.1mL 0.05mol/L EDTA 用 HCl 调 pH8.0  用
ddH2O 定容至 1L  
(30) 琼脂糖凝胶电泳加样缓冲液 
25%(w/v)溴酚兰 40%(w/v)蔗糖水溶液  
(31) 溶液 I 
50mmol/L 葡萄糖 10mmol/L EDTA 25mmol/L Tris-Cl pH8.0  
(32) 溶液 II 
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